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内 容 摘 要 
 
上皮间质转化（EMT）与多种生长因子和转录因子相关，可以通过多种信
号转导通路起作用，并在胚胎发育、损伤修复、许多慢性疾病及肿瘤的发生和
发展中起着重要的作用，然而 EMT 在胃癌发生过程中的分子机制并不清楚。 
核因子-κB（NF-κB)可以与多种基因启动子部位的 κB 位点发生特异性的结
合并促进其转录表达，进而调控肿瘤的发生，影响 EMT 的进程。我们的工作发
现了一个新的通过调控抑制 NF-κB 通路调控胃癌中 EMT 的蛋白
-NMI ( N-Myc and STAT interactor)。研究结果显示，NMI 在高分化的胃癌细胞和
胃癌病人中的表达相对较高，而在低分化的胃癌细胞和病人中表达降低，并且 
NMI 抑制胃癌细胞中 TNF 诱导的 NF-κB 的激活，体外成瘤实验和 HE 染色实验
也证明了 NMI 可以抑制肿瘤的转移。研究其机制发现，NMI 能够与 p65 结合，
通过增强 p65 与 HDACs（组蛋白去乙酰化酶）的结合而抑制 p65 的乙酰化以及
其介导的基因转录，并抑制了 EMT 的进程。当我们过表达 p65 时，它能够降低
NMI 对 EMT 的抑制，并且通过 TSA 处理，我们证明了 NMI 对 p65 乙酰化的抑
制是 HDACs 所依赖的。 
总之，我们的研究首次揭示了 NMI 可以通过抑制 NF-κB 信号通路调控肿瘤
的浸润和转移，并为肿瘤的治疗提供了新的理论依据。 
 
 
 
关键词：NMI; 上皮间质转化; NF-κB ; HDACs; 胃癌 
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Abstract 
 
The epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays an essential role in embryonic 
development, wound healing, tissue regeneration, organ fibrosis, and tumor 
progression. However, the mechanisms underlying this process are poorly understood. 
Many signaling pathways, including the NF-κB signaling pathway, trigger EMT 
during development and differentiation. In the present study, we report that N-Myc 
interactor (NMI) inhibits EMT progression through the suppression of the 
transcriptional activities of NF-κB in human gastric cancer cells. We show that the 
expression of NMI is significantly reduced in invasive gastric cancer cells and gastric 
cancer tissues. Overexpression of NMI inhibited cell migration and invasion, and this 
inhibition was enhanced after TNF-α stimulation. Tumorigenicity assay in nude mice 
support the notion that NMI inhibits EMT in cancer cells. Mechanistically, NMI 
promotes the interaction between NF-κB/p65 and histone deacetylases (HDACs) and 
inhibits the acetylation and transcriptional activity of p65. The expression of p65 
rescues NMI-mediated inhibition of EMT and the inhibition of the acetylation of p65 
mediated by NMI is HDACs-dependent. Taken together, these findings suggest that 
NMI can suppress tumor invasion and metastasis by inhibiting NF-κB pathways, 
providing an alternative mechanism for EMT inhibition in stomach neoplasm.  
 
 
Keywords: NMI; EMT; NF-κB ; HDACs; stomach neoplasm 
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前  言 
1.上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transformation，EMT） 
上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transformation，EMT）是指在特定的生
理和病理情况下，具有极性的上皮细胞向具有移行能力的间充质细胞发生转化的现
象。EMT 这一概念是 Greenburg 等在 1982 年提出的，他们发现胚胎期和成年期晶状
体的上皮细胞在三维胶原凝胶中培养可形成伪足转变为间质样细胞[1-4]。表皮细胞表
型的丧失和间质特性的获得是 EMT 发生的主要特征具体包括：（1）细胞黏附分子表
达减少导致上皮细胞失去细胞间黏附作用；（2）角蛋白为主的细胞骨架转变为波形
蛋白为主的细胞骨架从而转化成纺锤状细胞，但是也有时 EMT 发生功能改变，形态
并不改变，这种表型的转化使肿瘤细胞摆脱细胞间點附从而表现得更具侵袭能力。
越来越多的研究发现 EMT 在多种肿瘤的侵袭及转移等恶性发展过程中起着重要的
作用。研究 EMT 的发生机制及其调节因素在肿瘤生长、逃逸、转移中的作用，以及
如何阻断这一机制的发生，在肿瘤的诊断治疗中有重要意义，势必成为肿瘤研究的
新热点[5]。 
EMT 的发生是一个动态的过程，它涉及到许多生长因子及多个信号转导通路，
各个通路间相互作用，相互影响，形成一个复杂的网络系统。这个过程中，会有一
些明显的蛋白变化作为这个过程的标志物，如上皮细胞表面标记蛋白和细胞骨架蛋
白[如 E-cadherin, zonula occludens, (ZO)-1, occludins, claudins, and cytokeratins]会发
生下调，而间质细胞标记蛋白如 vimentin ，α-smooth muscle actin) 和细胞外基质成
分 (如 collagens 和 fibronectin)则会被上调[3, 6]。许多生长因子在诱导 EMT 方面备
受关注，如肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor，HGF）、表皮生长因子（epidermal 
growth factor，EGF）、血小板源性生长因子（platelet-derived growth factor，PDGF）、
转化生长因子β（transforming growth factorβ，TGF-β）等与上皮细胞表面相应受
体结合，通过多种细胞内信号转导机制调控，如胞内的 Ras、 Src、 Rho、PI3K、
Wnt 等信号转导途径，活化不同的核内转录因子，最终调解转导基因的表达，影响
细胞的生长和增殖。 
 许多信号通路如 TGF-β, Ras-MAPK, Wnt/β-catenin, P13K/AKT, Notch, EGF, 
HGF, FGF, HIF, and TNF-α/NF-κB, 在细胞的代谢和分化过程中能够诱导 EMT 的发
生[3, 4, 7]。 这些信号通路通过激活不同的 EMT-相关的转录因子，如 Snail (Snai1), Slug 
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(Snai2), Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 and E47 等蛋白，这些蛋白能够感知细胞内微环
境继而调控目的基因的表达[4, 8-10]。 
目前越来越多的实验结果表明，EMT 与肿瘤的发生有关，临床上 90%的肿瘤患
者死于肿瘤的转移或复发，肿瘤具有局部浸润与远处转移能力的特征是其难以治愈
的根本性原因；因此，对肿瘤的浸润及转移的研究一直是肿瘤研究领域的热点。但
由于 EMT 调控的复杂性，这一领域仍有许多问题很不清楚。 
    
 
图 1.1  EMT 的调控 
有研究发现，核因子-κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）可与 vimentin 基因启
动子调节序列结合，促进 Twist 表达，诱导 EMT 的发生。Min 等证实在 EMT 的发
展和维持过程中，NF-κB 是必须的，抑制 NF-κB 可以阻止 EMT 的发生；相反的，
激活 NF-κB 则可促进上皮细胞向间质细胞发生转变。但具体的机制如何，仍然在研
究过程中，这其中的分子机制就显得尤为重要[8-9]。因此我们的研究的目标正是
NF-κB 以及它所参与的信号通路。 
2. 核因子-κB (NF-κB)以及它所参与的信号通路。 
核因子NF-κB 是由Sen等于1986年首次从B细胞核提取物中发现的一种能与免
疫球蛋白 k 轻链基因的增强子κB序列特异结合的蛋白因子。现证实其广泛存在于真
核细胞内，能与多种细胞基因启动子或增强子序列特定位点发生特异性结合而促进
转录和表达，与炎症反应、免疫应答以及细胞的增生、转化和凋亡等重要的病理生
理过程密切相关。近来研究发现NF-κB 在多种疾病的发生、发展过程中起着重要的
作用[11-14]。 
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NF-κB家族成员主要包括 RelA ( p65) , c-Rel, RelB , NF-κB1 (p50)和NF-κB2 
(p52)，各成员可形成同型或异型二聚体而存在。在哺乳动物细胞中最常见的是NF-κB 
p65与p50结合形成 p65 /p50二聚体。NF-κB抑制因子 ( Inhibitor of kappa B, I-κB s)是
一类NF-κB抑制蛋白，其中包括 I-κBα、I-κBβ、I-κBγ、I-κBε等亚基。静息状态
下I-κBα与 NF-κB 结合形成复合体, 并覆盖了 NF-κB的核定位信号使 NF-κB锚定
于胞质[15, 16]。 
NF-κB信号通路可被多种外来信号如 TNFα、生长因子、细胞因子、淋巴因子、
紫外线、药物、压力等激活。在外来信号的作用下，I-κBα的 Ser32和 Ser36发生磷
酸化，磷酸化的 I-κBα首先被“泛素化”，然后被ATP酶依赖的 26S蛋白酶体水解，
NF-κB随之暴露出核定位信号并进入细胞核内，与特定基因的启动子区域 (5’- 
GGGACTTTCC- 3’)结合，启动特定基因的转录。其中，I-κBα的磷酸化、水解是
此类信号转导的特征。引发 I -κBα磷酸化的是 I-κBα激酶 ( IKK)，IKK至少包 括
3种蛋白，IKK1 / IKKα、IKK2 / IKKβ、IKK3 /IKKγ。现在研究的最为深入是TNF
α激活的NF -κB 通路，TNFα能够与TNF受体结合，激活TNF受体死亡蛋白 ( TNF 
receptor 2 associated death domain protein， TRADD) ，TRADD与TNF受体偶 联因
子2 ( TNF receptor 2 associated factor2，TRAF2)结合，激活NF-κB诱导激酶 (NIK) 。 
IKK1和 IKK2中含有的特定序列能够被MAP激酶NIK/MEKK1磷酸化，这两种激酶
也可使I-κBα、I-κBβ磷酸化。A20是NF-κB通路的主要抑制因子，属于一种锌指蛋
白。它能够与TRAF-2作用，在NF-κB通路激活时表达上调，可以阻断TRAF2介导的
NF-κB通路的激活。A20也可以抑制TNF和 IL-1诱导的NF-κB的激活。[15, 17-19].  
 
图 1.2. NF-κB 信号通路图 
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NF-κB信号通路调节细胞的转化和增殖，调节肿瘤细胞的侵袭和血管生成，与
EMT具有密切的联系[20-22]。有报道显示许多EMT相关转录因子受到NF-κB的调控。
研究证实，在肺癌A549细胞中TNF-α处理时，转录因子 SLUG 被 NF-κB/p65激活
并抑制细胞的凋亡[23]； IKK-β 和p65 在TNF-α诱导的Twist1的表达过程中标是不可
缺少的[24]。p65 也被报道能够结合到Snail的启动子上调节其表达水平[25]。 另外， 
NF-κB 的激活也受到磷酸化和乙酰化修饰的调控。The CBP/p300和相关的HATs可以
调控 NF-κB的乙酰化，而NF-κB 的去乙酰化修饰受到HDACs蛋白的调控，但是对
于p65的调控机制并不清楚[26, 27]。 
NF-κB在大部分的肿瘤细胞系和很多种类的病人中都是持续激活的[28-33], 这说
明抑制NF-κB 的活性对于治疗很多肿瘤是一种可行的办法。目前发现的有很多蛋白
可以抑制NF-κB 信号的传递，如A20, ZIN, SINK, ABIN1, ABIN2, KAP1, and PIAS1
这些蛋白都能够负调控NF-κB [13, 19, 34-42]。因此，寻找能够抑制NF-κB信号通路的蛋
白是我们研究的主要目的，我们希望通过新的NF-κB的抑制蛋白，来寻找治疗肿瘤
的新方法。 
随着 NF-κB 信号通路的深入研究，人们渐渐将重点转移到 NF-κB 的转录调节是
怎么样终止的。对于已经激活的 NF-κB 信号通路的终止的研究，还没有取得重大的
进展。已知的研究成果大致有以下三个方面：（1）在下调 NF-κB 表达中，I-κB 蛋白
和其他基因表达产生的上游信号元件是关键的因素；（2）细胞因子信号转导抑制因
子 SOCS-1，其除了可以影响上游 JAK-STAT 信号元件，同样可以降低 NF-κB 的转
录活性；（3）IKKα可以通过促进 p65 和 c-Rel 在细胞内降解，从而引起已激活的
NF-κB 信号通路的终止。（4）p65 的乙酰化使其和 IκBα的结合作用大大减弱，促进
转录活性。但是其在核内可以被 HADC3（组蛋白去乙酰化酶）脱去乙酰基，从而促
进 p65 和 I-κBα的有效结合，形成的复合物在 CRMI（核质运输蛋白）的协助下被
排出核外，终止转录活性[12-16]。以上的结论还需要进一步的证明，所以，在未来，
对于已经激活的 NF-κB 信号通路的终止的研究很可能成为研究的一个重点。 
3. 通过抑制 NF-κB 信号通路调控 EMT 的蛋白-NMI 
基于对的 NF-κB 信号通路的终止的研究，我们的前期研究发现了一个能够抑制
NF-κB 信号通路的蛋白：NMI (N-Myc and STAT interactor)。该蛋白目前研究的并不
是很多，但是其结合的蛋白以及所参与的调节都是非常重要的。之前的研究发现，
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在 DNA 损伤，一些细胞因子如（IL-2 和 INF ）的刺激下，NMI 的表达明显升高。
虽然自 1996 年 NMI 被发现，至今已近二十年，但对于 NMI 的研究并不是很多。NMI
也是通过与其相互作用的蛋白，来发挥它在细胞内的各种生物学功能。  
在 293 人胚胎肾细胞和成神经细胞瘤细胞中免疫荧光实验中，发现 NMI 定位于
细胞质中，部分是以颗粒的形式存在，而细胞核中并没有。在成神经细胞瘤细胞中，
当过表达 MycN 时，会抑制 NMI 在核中的定位。这种结果与转染了 NMI 的细胞一
样。这说明了，大部分的 MycN 与 NMI 定位在细胞的不同成分中[43]。 
2002 年的研究发现，NMI，BRCA1 和 c-Myc 三个蛋白可以形成一个三聚复合
体，并能抑制乳腺癌细胞中 c-Myc 诱导的端粒逆转录酶基因 (hTERT) 启动子的活
性。NMI 可以在体内和体外通过两个 BRCA1 人乳腺癌易感基因 BRCA1 (breast 
cancer 1)的主要结构域与 BRCA1 结合，分别是 298–683aa 和 1301–1863aa，二聚化
的 NMI 可以增强它与 BRCA1 的结合，NMI 可以作为一个接头蛋白将 BRCA1 募集
到包含 NMI-c-Myc-BRCA1 的复合体上。由于 c-Myc 可以激活人端粒逆转录酶基因，
因此，BRCA1 和 NMI 可能参与调节 c-Myc 诱导的 hTERT 的启动子活性。结果显示，
BRCA1 和 NMI 单独并不能影响 c-Myc 诱导的 hTERT 的启动子活性，但是当两者共
同存在时，则能抑制 75%左右的活性。在一个家族的乳腺癌细胞中两种 BRCA1 的
突变体，错义突变 BRCA1(A1708E) 和无义突变 BRCA1(Y1853X)，被发现与 NMI
和 c-Myc 无法正常抑制 c-Myc 诱导的 hTERT 的启动子活性有关，总之，BRCA1, 
c-Myc 和 NMI 形成的复合体，通过抑制乳腺癌细胞中 c-Myc 诱导的端粒逆转录酶
基因(hTERT)启动子的活性，发挥肿瘤抑制的功能[44]。 
1998 年的研究发现，NMI 可以被 INF 诱导，并且从细胞质中转移到细胞[45]。 
在研究 IL-2 介导的信号通路时，研究者发现了 NMI 蛋白可以与 STAT2 之外的所有
STAT 家族的成员结合。NMI 可以增强 IL-2 可以引起 STAT2 依赖性的转录激活。尽
管 NMI 本身并不包含转录激活结构域，在 IL-2 和 INF 的处理下，NMI 能够被诱导
表达，并能够增强 STAT 介导的转录，同时，NMI 也能够增强 CBP/p300 共激活蛋白
分别与 STAT5 和 STAT1 的结合能力。CBP/p300 除了具有促进激活因子与 RNA 聚
合酶 2 的序列特异性结合之外，还具有乙酰基转移酶的活性，例如乙酰化 p53 可以
引起 p53 的激活，启动凋亡程序，由此可见，NMI 可以间接地调控细胞生长和凋亡。
此外，NMI 可以增加 STAT1 与 CBP 之间的结合，并且，NMI 和 CBP 可以共同促进
干扰素依赖的 IRF-1 报告基因的转录[46]。 
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这预示着 NMI 可能在 STAT 介导的转录功能中起着重要的角色。有可能在生长
因子的刺激下，NMI 或者至少有一部分 NMI 被转移到核内，从而发挥转录共激活的
功能。 
此外，研究发现， NMI 和 Tip60 在 Jurkat 细胞内源结合，但这种结合必须在
UV处理下才出现，没有处理时两者在 Jurkat细胞内并没有结合。NMI也能参与WNT/
β- catenin 信号同路，它可以通过上调 WNT/β-catenin 信号途径的抑制蛋白 DKK1，
从而抑制 WNT/β- catenin 信号途径，从而抑制肿瘤的发生。 
 
 
图 1.3. NMI 的主要结合蛋白及其所参与的调控 
4.研究的重要意义 
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，在全世界范围内，胃癌的发病率居所有恶性肿
瘤第四位，死亡率居第二位。虽然胃癌的诊断及治疗已经取得了长足的进步，但近
10 年来其 5 年生存率并没有明显的提高，术后复发和转移是其死亡的重要原因，居
高不下的发病率和死亡率已经使胃癌的研究与治疗成为亟待解决的重大课题。随着
经济的发展，居住环境，生活行为方式的改变，胃癌的发病几率呈现一个上升的趋
势。胃癌的发展是一个多因素、多阶段的发展过程，其恶变过程包括了细胞增生、
DNA 复制过度、细胞周期功能紊乱、细胞永生化、逃逸凋亡、血管新生及浸润转移
等一系列的过程，患者死亡的原因是肿瘤的转移和侵袭，而肿瘤在转移的早期并不
容易被发现，以至于病人错过了最好的治疗时机，肿瘤转移过程受到系列复杂机制
调控，但是其确切的调控机制并不完全明了。因此，确定胃癌转移的相关因素，对
于胃癌早期的诊断和治疗具有极其重要的意义。 
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